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Beschrelbung 

Die voniegende Erf mdung belrifft ein Vfertahren zur 
Vbrreinigung mittets UHrafOtration von kompiexen biolo- 
gtechen Matrices. insbasondGre von FermertationsbrO- 
hen, welche Peptide od^ Proteine enthattai. 

Zur Qewinnung und Reinigung von Proteinen oder 
p^ptiden aus Pe r m en tetto TS bruhen. beiepieisweiee mit- 
tete chr om a to gf ap Nscher VBrfahran. mu6 zunflchst 
aine Vorreinigung durchgefOhrt warden, dia in vielan 
Fallen aus einer Entsalzung besteht 

Ein Baispial dafOr 1st die QaM^nung das Thronnbin- 
InhibitDiB-HinjdDfi, einem einkettigen Polypeptid mlt 65 
Amlnoaauren, aus dam KuHurObarstand ainasgantach- 
mdh veranderten Slammea der Hefe Saocharomyces 
cerevisiae. 

Bai dam ureprOnglch ai^ dam Blutagal Hlmdo 
mecficinalie iaofielen Polypeptkl Hirudin handelt es eich 
urn ainan hochspasif Ischan Thrombininhlxtor mit brai- 
tern theiBpeutiachen Potential (F Markward, Biomed. 
Sochlm. Acta 44 (1985) 1007 • 1013). E)ie benOtlgtan 
Mangan kOnnan jadodi mw auf gantachnologischam 
Wage Qber tran^omiierte Mlknx)fganiamen hergesteOt 
warden. Dabai twt aa sich gazeigf, da3 die Hefe Sac- 
chaiomycea cerevieiae ala Wirtsoiganiemua geeignet 
ist urn Iwrekt gafaltates und vol! aktlvaa Hirudin zu pro- 
duzieren (EP A1 168342. EP A1 200 655). Die Seze^ 
nierung dee Protme ergibt Kbnzentmtion^ von bie zu 
einlgen tiundert MIDgram HImdIn pro Liter KuitUffltraL 
Alleidinge iat eine hofie Auebeute dee Proteine nur 
dann zu arzialan. wenn bai der HatafarmanlBtion taxn- 
plexe Ndhrmedien unter Zueatz von HeftaclraM, Com- 
steap. Pepton odar Flaiscfpaste eingesetzt werdan. so 
daB sich fQr da Reinigung des Proteins das Problem 
etellt Hirudin aus hoher VeidQnnung in einem Qerrtiech 
von proleinartigan BegleitBtoflen zu isoileren. 

zur Efitealzung der eo g o wonnenen KufturbrOhen 
und Vorreinigung als NMaeraHung fOr Chromafogra- 
pfiie-Stufen weiden neben lonventionellen Mettioden 
wiez.a Extralction oder Praz^^Hation auch hydrophobe 
Adsorptionen/Desorplionen, z.a an unpolaran Poly- 
mermaterialien (auch HIQ, veiwendet (Atkineon, F. 
Mavtluna: Biochemica] Engineering and Biotechnology 
Handbook, Chapter 16 'Downstream Processing' und 
Chapter 17 "Product Recovery ProceGsas and Unit 
Operations*, Saoond EdMon. Stoddon Praas 1991, 
New Yak, USA; BrocMebank, M. Kaiyarvur: 'Primary 
Separation'. Chapter 4 In G. Schmktt-Kastner at a!.. 
Hrsg.: "Recovery of Bioprodi^. European Federatksn 
of BtotBdindogy, Study Report of Woridng Party on 
Downstream Processing. 1993; MQIer und W. BrQm- 
mer: "Die Chromaiographie, eine zentraie Methode in 
der btotechnlschen AufM)eitung', Chem. lng.-lMi. 62 
(1990) Nr. 5. a 380^). DIeee Verfahren eind nonna* 
ierwelse dadurch galsnnzekdviet daB tailweisa, vergli- 
chen mit der Menge herzustellmien Produktee. groSe 
Mengtfi an LOsungsmittain bzw. an Salzan eingesabt 
warden DIaafQhrt zu zusfttzitehen Kosten bzw: zu var- 
mehrtem techmedien Mwand fOr die Wiedergewin- 



mrg und/oder Entsorgung der LjOsungsmittel Oder 
Salza AuBerdem sind dte verbrauchten Adsorptksns- 
harze als AtM zu beseitigen. 

Demgegenober ist ee Aufgabe der vorliegenden 

5 Erflndung, zur ^^irekiigung, Insbesondare zur Entsal- 
zung und Aufkonzentrierung von peptid- oder protein- 
haltigen FermentaUonsbrflhen ein UHraflftrationa- 
verfiahren mittels Membranen bereitzustellen. welches 
gaeignet ist die KuHuibrOha unter hoham Peptid- bzw. 

10 ProteinrOckhalt in ainam fOr die nachfolgendan Reini- 
girgsschritte eribiderlichen MaB zu entsalzen und auf- 
zutonzentriaren. 

UltrafiitFationsverfahren zir Von'einigung von Fer- 
merHBUonsbrOhen als ^)ibareltung fflr Chromalogra- 

75 pNeetufen eind auf dieeen inQhen VMahrenestufte - 
auBer zumZweckder Z ela btre nn ung (TJ. 0*&jHivan at 
al. Chem. Eng. Prog. 80 (1). 68-75 (1984); A. Erikson. 
Desalirmtksn. 53 (1985), 259-263) bisiang groBtech- 
nisdinfchteingeselztworden. Bn Qrund dafQr Ist daB 

20 (fie Membranen von den NebenproduMen und Begleit- 
stoflen. die vfeHflltlger Nalur aeki kflnnen. oft bkxMert 
warden und damit zu - for Produkttonszwacka - untaug- 
lich niedrigen PermeatflOssen fOhren; (feurvt ergeben 
sich auch zusdtzliche Probleme bel der Reinigung bzw. 

2S Regeneration d^ M em b r anen (Winzeler: "Mmbran- 
FUtratkxi mil hoher ITennleistung und minimalem Enar- 
gidbedarr. Chimia 44 (1990) 288 - 291). Diee trifft 
besondere iOr Herstelvertehren von Proteinen mit nied- 
rigem MdekiJargawteht (M < 50.000 Dalton) und Peptl- 

90 den zu. die vermeinliich Uttrafil lralw n sm embranen mit 
sahr Meinen lhanngranzan (molecular weight cut-off) 
erfordem. 

Erst auf spfltaran Vaffahrensdufan. wo t>ereitB ekia 
' \A)n^nigur^stBttgafundenhatz.B.zwlschenaufainan- 

as der loigenden Chro ma tDgraphio-StufBn, sind Ultrafiltra- 
Ikxien, Z.B. zur Entsal&ffig und Konzantriaaing. bereits 
in der Produklion Stand der Technik 

Ultraf IHrHtionsvBrfahran mittels Menrixanen warden 
femer zur Trennung ^rschieden groBer Proteine, zur 

40 Pyrogenentfemung oder zur Qewinnung von Sokataly- 
satoran angawandt (T.J. O'Sulvan at al., Cham. Eng. 
Prog. 80(1), 68-75 (1984); E. Ftaechel etal., Adv. in Bio- 
chem. Englnaerlng/Bk3tachnok)gle Vol. 26, "Downst- 
ream Procesasig'. & 73-142. N.Y 1983; Ed.: D.J. Bell). 

45 Dengenannten VarliahrenlegtsamtlichdasPrlnzip 
zugmnde, zur Abtranrung aines Paptkte oder einas 
Prateina eine Membian einzusetzen, deren Trenn- 
grenze (moieoiar weight cut-ofQ Im oder unter dam 
Bereich dee MolekuiargewichtB dee zurockzuhaltenden 

so PeptUs bzw. Proteins legt 

Es wurde jetzt gefivxien, da8 es durchaue rriogiich 
iet ein Protein oder Pqptide mit ^em geringen Mole- 
kulargewfeht mlt sehr hohem ProduMrOckhalt an Mem- 
branen, die eine nominelle Trenngrenze von bie zu 

55 30.000 DanDn(molecutar w^ht cut-off) haben,zu ent- 
salzen iiid zu lonzenlrieren. 

DemgemfiB betrffft die vorflegende ErfMixig ein 
Vartahran zur VDrreirdguig einer Peptide Oder Proteine 
enthaftendei% zeHreien KuitiatMtilie mHiele UlbaniUa- 
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tion an einer Membran, dedurch gekarmzeichnat. daB 
die angegebene Trennorenze d^ Membran den zwei- 
bis fOnflliGhen. vorzugswetee den drei- bis vierfachen 
Betrag dee Motekutaigewichts dee von der Mentoan 
zurflckeuhaitBnden Peplids Oder Proteins beMgt 

Die vcrli^ende Erfindung findet tnsbesondere 
Anwendirg fOr Vorreinigung von zeiHteien KultubrO- 
lien, die ein rekombir^ee Hinjdin enihaften. inebeeon- 
dere sdches Hinjcfin. welches In Saccharomyces 
oerevisiae zur Expression gebracht wird 

Unter Hiruc&i eind peptidartige Thfonisininhibitoren 
mtt einer speziischen AMIviim von mindesters 1 000 AT- 
U/mg zu veretehen, efie von den bekannten leohirudinen 
der Spezles Himdo medkAials abgeleitet sind und 
weeentliche Strukbrmolafialedieeer. inebeeonderedie 
charakterietieche Verknqpfung der drei Disuf idbrocken 
(J. Dodt at al.. Biol. Chem. l4Qppe-S0yler 3^ (1985) 
379-385), aufw^een (vgl. z.a EP Al 158 564, EP Al 
168342, DE 3445517. EPA2 193175. EP Al 200655^ 
EP Al 158 986, EP Al 209 061. DE 33 42 199. EP Al 
171 024). 

Insbesandere wird damnter eIn Hirudin verslanden. 
wie es in der EP A1 171 024, der EP Al 158 986 und 
der EP Al 209 061 beschrieben 1st 

Das effindungegemase Verfahren wird beeondere 
bevofzugt zur ^)nelnlgung einer zeilfrelen KulturbrQhe 
eingeeetzt, e ein Hirudinderival mit der in der EP 0 
324 712 offenbarten AnHnoedureeequenz enihait 
(ILbu\ TTir^^-Desulfohlrudln}. 

Bei der Vorreinigung hinxiinhaitiger KultutrQhen 
beHflgt d i e TVanngrenze der Membran 20 bis 30 l(D, vor- 
zugeweiee 20 Id). 

Vbrzugsweise betragen (fie speziftechen Permeat- 
f IQsse bei dem Vbiiiahren gemAB der vorliegenden Erfin- 
dung Ober den geeamten patmlioneverlauff 10 bie 35 

Die Temperatur der KulbitrQhe belragt bei Var- 
vyenduigvon CornBteeplmFermenta l io n sinediumvor- 
zugeweise 5 bie 15*C. 

Bet dem erfindungegemaBen Verfahren wird vor- 
zugsweise das Permeat solange zur Rohlflsung zurOck- 
gelQhrt, bie eich etationare Vertiaitnieee. auegedrOM 
dadurch, daB de Produidtonzentration im Penneal 
nicht m^r ansteigt, d.h. konetant iet, eingeetellt haben. 

Beispial 

Am Ends der Fermenta t i o n einea gentechnisGh var- 
anderten Stammee von Saoctiaiomyces cerevieiae in 
einem kDnv)lexBn Medum bestehend aus Comsteep 
und HefeoctraM zur HereteOung yor\ Hirudin wird die 
Kultur zur Inalttiviaung der Zellen mit 0,225 ± 0,025 % 
BenzalkDniumchlorid. z.a 0,45 ± 0.05 % ^ Dodlgen 
226 (einer 50 %igen ijOeung einer Miechung von 
All^methyt-benzyl-aninioniumcj^id^ ki Vitaear), 
vere^ und 30 Minut&i inkubiert 

AnschlieBend wfrd die BrOhe zur Ablrannung der 
Zelen Ober einen Separator odar Deionter geliahren 
und dbrauSiin Ober eine 2-8tufige Schichtanf iHraftion in 



einer Riterpreeee. beetehend aue einer Fein- und einer 
Entkeimungeetufe, gdddrt Das Filtrat wind auf Tenpe- 
raturen T ^ 15^C gekOhtt urn erneute temperBiurt>e- 
dingte Aueiaiiungen, die reversibel eind, zu vemieiden. 

8 Das 80 VGrtsereitetB RHiat weist eine LeitMhigkett 
von X - 6 f 0,5 mS/cm auf. Die UltrafOtFationsanlage 
bestOckt mit Ment)ranen aus C^loseacatat mit einer 
Au8»:hlu8grenze von 20.000 Dalton (z.a ®Nadir UP- 
CA-20 in Form von 3.8 Zoii SpiralwIcKBlmoduien) wird 

10 zuntehsl bei foigenden Bedlngungen fOr 60 MIreilen 
unter PermeatrQdtfQltnjng in Betrieb genommen: 





rrittlerer Tranememlnndruck 


4±1 bar 


15 


^menstrom pro Drudvohr 


4-5m^/h 



Bei gleichen Bedingungen wird danach unter Per- 
20 m^dableitung 6:1 auflmzentriert und anscMieBend 
durch Zugabe von demineralisieftem und fOtriertam 
WiEBser (j3urified water) unter KbnstanthaltungdaB MdIu- 
w&ts eoiange dial Otriert. d.h. ^ntsatzt, bie die LeitfAhig- 
Igatt X ^ 2.0 mS/cm 1st Im AnsdiluB an c9e DIaflitration 
28 iQuw nochmale aufhonzentriert werden. urn insgeeamt 
zu einer Kbnzentrlerung von 8:1 zu konrmen: dabei sdl 
eine Leitfahiglteit z < 2,2 mSfcm eingehalten weiden. 



PiozeBdaten und Ergebnisae: 


Auegangsvolumen 


46001 


Au^jangsimentrBllon Hirudin 


100% 


Endvolumen 


7101 


Endkonzentration KGmdin 


607,2% 


Ausgangsieltfahlglwil 


S^mSfcm 


EindleitfahiglcBit 


1,97m8/cm 


AuBbeuto an Hirudin 


93,7% 


VWederfMung 


96.9% 


nroQuKmrajei im rwneai 


3,3% 
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PatenianaprOche 

so 1. Verfahren zif Vorreinigung einer Peptide oder Pro- 
teine enthaltenden. zeilfrelen KUturbrohe mitt^ 
mtrafatration an einer Membran. dadurch gelenn- 
zelchnel. daB dto angegebene Itenngrenze der 
Membran den zwei- bie fOnffachen Betrag dee 

£8 MoleloJargewiGhtsdes von der Membran zurOdou- 
hattenden Peptide Oder Proteine betrSgt. 

2. Verfahren nachAnspruchl, dadurch gelttnnzeich- 
net, daB <f e angegebene Trenngrenze der Mem- 
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bran den drei- bis viertachan Betrao dee 
Molekulargewidits des von der Membian zu^^ 
haltenden Peptids odar Protains batrflgt 

3. Vaflahren nach Anspruch 1 cxjar 2» dadurdi 5 
gekennzeichnet, daB das Peptid em Hiwdm iat 

4. Verlahren nach Anspruch 3. daduich gekamzeich- 
nat da8 die Trenngrenze der Mernbran 20 bis 30 
kObatrflgL io 

& VMahran nach ainem der ArsprOche 1 bia 4. 
dadurch gekennzeichnet daS die epezifiachen Per- 
mealftOssaOberden gasanntan nHraUoncvartaii 10 
biadSUrn^/hbetrasen. is 

6. Vsrlahren nach ainem der AnsprOche 1 bte 5, 
dadurch gekennzeichnet daB be! Venvendung von 
Comsiaep da KuHurbrOhe eine TiBmpafBhjr von 5 

bia 15*0 aulwM. so 

7. VBTfahran nach ainem der AnsprOche 1 bte 6, 
dadurch geionnzeichnel. daB daa Pemieat 
sotanga zurOdsgafGhrt wird, bis die PrDd u l<thDrgen- 
iralion im Permeat einen honstantan Wert ange- ss 
nonvnen hat 
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